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Abstractor DEI 981 8360 

The invention relates to a dextran-coated surface on a support. The aim of the invention is to fix the dextran layer on the 
support with an intermediate layer. To this end, the link between the dextran and the support surface is mediated by a 
photolinker. 
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Priifungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Dextranbeschichtete Oberflache 

(§) Die Erfindung betrifft eine dextranbeschichtete Ober- 
flache auf einem Trager. 

Aufgabe der Erfindung ist es, die Dextranschicht mit einer 
Zwischenschicht auf dem Trager zu fixieren. 
Gelost wird diese Aufgabe dadurch, daf^ die Verbindung 
von Dextran und der Trageroberflache durch einen Photo- 
linker vermitteit wird. 
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Beschreibung 

Die lirfindung betriffl eine dexlranbeschichtete Oberfla- 
che, wie sie aus O'Shannessy, D.J.; Rrigham-Rurke, M.; 
Peck, K.; Anal. liiocheni. 205 (1992) 132-136 bekannl isi. 

Aus S. Ix)fas, B. Johnsson; J. Che in. Soc. Che in. Coiu- 
mun. (1990) 1526-1528 ist bekannl, daBDexirane uber self- 
assembled Monolayers von l,(j)-lIydroxyalkylthioten an 
Goldobcrflachen angebunden werdcn konnen. 

Einige Sensoren jedoch, wie z. B. Obcrflachenwellen 
(SAW) Sensoren erlauben keine leitfahige Zwischenschichl, 
wodurch (lold als intemiediare Schicht nicht verwcndet 
werden kann. 

Solche Sensoren sind z. B. aus dcr DE 43 19 215 Al be- 
kannl. 

Aufgabe der Erfindung ist es, einc Schichlung anzugeben 
mil deren Hilfe eine Dexiranschichi auf einer TVagerschicht 
fixicn wird. 

Gelost wird diese Aufgabe durch die Merkmale des Pa- 
tentanspruchs I. 20 

Die Untcranspriiche beschreibcn vorteilhafte Ausgestal- 
tungen der Erfindung, 

Die erfindungsgemaBe Schichlung hai folgende Vorleiie: 
Die extrem flexible Dextran-Melhode kann auf S AW-Senso- 
ren and vielen anderen Sensoren verwendel werden. 

Es konnen nahezu alle Proleine mil Hilfe einer standardi- 
sierte Melhode (Carbodiimid-Cheinie) ain Dextran immobi- 
lisiert werden. 

Anslelle von Dextran konnen auch jegliche modifizierte 
Dextranspezies verwendel werden, wie Carboxy-Dextran, 
biotynilienes Dextran. Jede andere Art von funklionaiisier- 
len Dextran, wobei eine oder mehreie reaknve Gruppen an 
das Dextran gebuuden sind, kann ebenfalls zuni Einsatz 
konimen. 

Anwender bisheriger Biosensorsysteme mussen sich bei .15 
der Einftihrung Dextran-beschichleler SAW-Biosensoren 
bezuglich der Sensorchemie nichl umstellen. 

AuBeidem ist diese Methode auf beliebige andere Sy- 
sleme einfach fibertragbar. Es muB nur ein einziges Protein 
(das BSA) modifizien werden und nichl die Substanz selbst, 40 
die eigentlich iiumobilisierl werden soil. 

Das zur Pholoimmobilisation verwendete T-BSA dient 
gleichzeitig zur Blockierung unspezifischerBindungsstellen 
auf der schutzbeschichteten Oberflache. 

Mil Hilfe von SAW-Sensorarrays ist es moglich, ver- 45 
schiedene Biokomponenten gleichzeitig zu deieklieren und 
somit ein Screening einer ganzen Klasse von Substanzen 
durchzufUhren, was bei den kaufiichen Biosensorsystemen 
(z. B. BIAcore oder lasys) aufgrund der aufwendigen opti- 
schen Methodik nicht oder nur erschwert (und kosteninten- 50 
siv) moglich ist. 

Die Pholoimmobilisation stellt ini Vergleich zur Anbin- 
dung der Dextrane uber Thiole einc sehr einfache, schnelle 
und gut reproduzierbare Methode dar. 

Die Eriindung wird ini folgenden anhand eines Ausfiih- 55 
rungsbeispiels mil Hilfe der I'iguren naher eriautert. 

Dabei zeigt die Fig. 1 den schcntatischen Schichtaufbau 
und die Fig. 2 bis 4 cinige exemplarische Me6ergebnisse mil 
beschichlelen SAW-Sensoren. 

60 

Ausfuhrungsbcispiei 

Schutzbeschichtungen 

Uni kommcr/icll crhaltlichc SAW-Baulcilc als masscscn- 65 
sitive Transducer in der Biosensorik zum Einsatz zu bringen 
inuB die SAW-Oberflache mit einer biosensilivcn Schichl 
aus Proteinen beicgi werden, die dann die enisprechenden 
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Analyi-MolekUle in der Probe nachwcisen. 

Diese Reaklionen erfolgen in waCrigen Medien. 
Der Einsalz in diesen waBrigcn Medien und auch die er- 
fordcrlichcn IfTimobilisationsprozedurcn erfordern jedoch 
5 einen Schutz der auf dem Bauieil vorhandencn Slrukturen 
und Bonddrahtc aus Aluminium, da diese ansonslen den je- 
weiligcn chemischen Bedingungen nichl standhalicn. 

Aus der DE 19 61 882 ist cine diinne Beschichtung des 
kompletien Bauieils niir Polyimid durch Spin-Coating be- 
10 kannt, das auch schon eine relaliv gute Schutzwirkung auf- 
wcist. 

Nach Betreiben der Bautcile in sauren bzw. aikalischcn 
Medien kann es jedoch zu erhebliche Korrosionen der 
Slrukturen konimen. 
15 Eine vcrbcssertc Schuizwirkung kann durch eine Be- 
schichtung mil einem dunnen Film von Parylen erhalten 
werden. 

Parylen ist cine Gruppen bczcichnung fur ihcnnoplasti- 
sche Polymere mil iiber Elhylen-Briicken in 1,4-Position 
verknupftcn Phenylen-Resten. Parylene sind unlerhalb ihrer 
Schmebpunkte losungsmittelbestandig, besitzen hervorra- 
gende dielekuische Eigcnschaften und sind ausgezeichnete 
Barrierekunststoffe. Sie werden haupisachlich verwendel 
als Zwischenschichten fiir Isoiatoren, zur Passivierung von 
25 Haibleitern und kralerfreien Beschichtung von gedrucklen 
Leiterplatlen. 

Hergestelll werden sie durch dehydrierende Dimerisie- 
rung von p- Xylol zum Paracyclophan Uber intermediar sich 
bildendes 1,4-Chinodinielhan, das bei Kondensation aus der 
30 Gasphase auf geeigneten SubsU-aten zu diinncn Filnien aus 
PolyCp-xylylen) polynicrisierl. 

Neben Poly(p-xylylen) sind u. a. noch die aus den eni- 
sprechenden p-Xylol-Derivalen zugaiig lichen Parylene Poly 
(2-chlor-p-xylylen) e und Poly(dichlor-p-xylylen)e fiir eine 
Beschichtung geeignet. 

Die parylenbeschichleten Bauteile weisen gegeniiber po- 
lyimidbcschichtelen Bauteilcn eine Reihe von Vorteilen auf. 

Die zusatzliche Bedampfung durch die aufgebrachte Po- 
iymerschichl ist gering, der BeUrag bei Parylen und Polyimid 
ungefahr gleich. Die schutzbeschichteten Bauelemente wei- 
sen Danipfungen von -2.5 bis -3,0 dB (bei einem Phasen- 
durchgang von -10°) auf. 

Die Reproduzierbarkeit der Parylenbeschichtung ist deut- 
lich besser als die Beschichtung der SAW-Bauteile mit Poly- 
imid. 

Der Parylenfihn ist ira Gcgensatz zum Polyiniidfihn cx- 
Uera glalt, was bei der Verwendung von SAW-Bauteilen 
sehr wichlig ist, da die Ausbreitung der Oberflachenwelle 
durch UnregelmaBigkeiten der Oberflache gestort wird und 
es damit zu zusatzlichen Dampfungsverlusten und zu verrin- 
gerter Empfindlichkeit konunl. 

Die Schutzbeschichtung soli das SAW-Bauteil vor dcm 
konosiven Angriff durch wafirige L5sungen, Saurcn, Bascn 
und aggressive Reagenzien schQtzen. 

Bei polyimidbeschichteten Bauteilen war schon nach we- 
nigen Minuten eine Gasentwicklung vor alien) an den Kon- 
taktstellcn der Bonddrahtc mit den Bondpads zu beobach- 
ten, die auf einen korrosiven Angriff dcr Saure auf das Alu- 
minium schHeBen lieB. Nach ca. 15-30 min kam es dann zur 
voUslandigen Zerstorung der Bonddrahtc und zu einem 
deullich erkennbaren Angriff auf die Interdigiialsuuktur. 

Dagegen konnte bei parylenbeschichleten Bauelemenlcn 
auch nach mehrstundiger Einwirkzeit und sogar nach Erhit- 
zen des Sensors in der Saure kcin Angriff beobachtei wer- 
den. Dcr Parylcnfilm wcisi daniil cincn ausgczcichnctcn 
Schutz des Bauieils vor korrosiven Angriffen auf. 
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Photoitnmobilisaiion dcs Dexirans 

Ein scheniatischcr Schichtaufbau bei der Immobilisation 
von Riomolckiilen an dexiranbeschichtelen SAW-Sensor- 
oberflachen durch C'oiinniobilisation mil pholoaktivcni T- 5 
BSA wird in Fig. 1 ge/eigl. Dabei is! Dexlran kovaleni an 
der schulzbeschichletcn Sensoroberflachc durch Photo 
Coininiobiiisation mil Hillb von T-BSA angebunden. 

Zu dieser kovalenten Anbindung wcrdcn folgcnde 
Schriltc durchgeftihrt: lO 
Mischung aus T-BSA und Dcxtran auf den schutzbcschich- 
tctcn Sensor aufbringcn, 
Inkubation 60 min bei Raunilcnipcratur. 
2 h iin Vakuum trocknen (10 mbar) 

45 min Belichtung niit einer Hg-Dampflampe. 15 

T-BSA wird aus Rinderserunialbumin (BSA) hergestelll, 
indein es mit eineni Diazirin-Derivai, deni 3-THftuorome- 
thyl-3-(m-isothiocyanophcnyl)-diazirin fFRIMID), unigc- 
sctzl wird und somit an den Aniinogruppen der Lysinseiien- 
ketten das phoioaktive TRIMFD eingefuhrt wird (M. Bolder, 20 
H. Michel, H. Sigrist; J. Prot. Chem. 9 (1990) 407-415 und 
Sigrist, H.; Miihlemann, M.; Dolder, M.; J. Pholochem. and 
Photobiol., B 7 (1990) 277-287). Pro MolckUl BSA konnen 
auf diese Weise bis zu 7 TRIMID-Gruppen eingefuhrt wer- 
den. Beslrahll man nun das T-BSA mil Lichl der Wellen- 25 
lunge 348 ntii, so spaltet der Diazirin-Ring StickstofF ab und 
es enl5teht ein IViplett-Carben. Dieses IViplett-Carben ist 
schr reaktiv und inscrtiert in eine Vielzahl chemischer Bin- 
dungcn. 

Bei der C'oimniobilisation dient das T-BSA als Photover- 30 
netzer, d. h. das T-BSA wird zusainmen mit dem Dcxtran 
auf das schutzbeschichtete S AW-Bauteil aufgebracht. Da - 
wie oben erwahnt - pro BSA-Molekiil bis zu 7 TRIMTD- 
Einheiten vorhanden sind, konnen die bei der Bestrahlung 
gebildelen Triplett-Carbene dann sowohl eine Verknupfung 35 
mit der Schutzschichl als auch mit dem Dcxtran bewirken. 
Damit wird das DexU-an kovalent an die Oberfiache ange- 
bunden. 

Die Coimmobilisation von Dextian iibcr T-BSA weist 
verschiedene Vorteile auf. 40 

Zum eincn handelt es sich hierbei uni eine sehr cinfachc 
und schnelle Prozedur. Das T-BSA wird mit dem gelosten 
DexU-an gemischl und auf das schutzbeschichtete Bauteil 
aufgebracht. Dann wird 2 h lang das Wasser im Vakuum ab- 
gezogen, damit die spater bei der Belichtung gebildelen Car- 45 
bene auch tatsachlich mit Polymer und Dcxtran reagieren 
und nichl mit dem umgebenden Wasser abreagieren. Nach- 
dem das Wasser mOglichst quantitativ entfemi ist, wird 
45 min mit einer Hg*Dampflampe belichtet. Damit hat man 
dann also nach maximal 4 Stunden das Dextran kovalent an 30 
die Oberfiache angebimden. 

Immobilisation von Proteinen am DexUran und Beobachtung 
der Imniunoreaktion 

55 

Uni einen Biosensor zu erhalien, muB das gewunschte re- 
zeptive BiomolekQl am Dextran immobilisicrt werden. Eine 
einfache und schnelle Anbindung nahezu beliebiger Biomo- 
lekule ist mit Hilfe der folgenden Prozedur moglich (Johns- 
son, B.; Lof as, S.; Li ndquist, G.; Anal. Biochem. 198(1991) 60 
268-277). 

I) Das durch Photoinmiobilisation an der schutzbe- 
schichteien Oberfiache angebundcne carboxymeihy- 
licrtc Dcxtran wird in cincr 1-Schritl-Aktivicrung 65 
durch N-(3-Diniclhylaminopropyl)-N'-ethylcarbodii- 
mid (EDC!) und N-Hydroxysuccinimid (NHS) in NHS- 
lister umgewandeli. Die NflS-Bster sind sehr akdv und 
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haben eine Halbwertszcil auf der Sensoroberfiache von 
eiwa 15 Minuten. Wird nun ein Biomolekul zugegeben, 
so bindet dieses iiber eine seiner Aminogruppc unier 
Ahspallung von N-HydroxysuccinirTiid am Dexlran an. 
Bei der I-Schriu-Aktivierung werden ctwa 30 bis 40% 
der Carboxygruppen des Dexu-ans in NTIS-Hster iiber- 
fuhrt, daher ist nach der Anbindung der Bioinolekule 
ini allgemeincn noch inimer cine Vielzahl von aklivcn 
NIIS-Estergruppen am Dextran vorhanden. Da aber 
bcispiclsweise im I*all eincs immobilisierlen Antikor- 
pers bei der Immunoreaktion das Antigen durch den 
Anlikorper gebundcn und nicht iiber den NHS-]£sier 
kovalent angebunden werden soil, mussen die iibcr- 
schiissigen NHS-Ester dcsaktivierl werden. Dies ge- 
schieht mit 1 M Ethanolamin. Dabei werden die NWS- 
Ester in 2-Hydroxy-Ethanamid-Derivate uberfuhrl und 
man erhSlt so schlieBlich den feriigen Biosensor. 

2) Die Fig. 2 zcigt bcispiclhaft cine Immobilisalion 
mit Sensorantwort. 

Der Sensor wird zunachst mit 10 niM HEPES-Puffer 
(pH 7.5) gespult, um die Basislinie aufzunehraen. Die 
1-Schritt-Aktivierung erfolgt mit einer frisch zuberei- 
teien Mischung aus 100 mM NHS und 400 mM EDC. 
Diese Losung hat eine Leitfahigkeit von 14.4 mS/cm, 
was gegeniiber den 550 pS/cm des HEPES-PulTers 
eine deulliche Leitfahigkeitserhdhung darstellt. Der 
Sensor reagiert darauf tnit einer Frequenzzunahme von 
ctwa 110 kliz. AnschlieBend wird wieder mit HEPES- 
Puffer gespult und dann mit der L5sung des zu immo- 
bilisierenden Biotnolekuls beprobt. Das BiomolekUl - 
in diesem Fall monoklonale Antikorper gegen Urease - 
liegt in einem 10 mM Acetatpufifer bei pH 5.0 vor. Man 
erkennt eine Frequenzabnahme, was auf eine Massen- 
zunahme auf der Sensoroberflache durch die Iiiunobili- 
sation des Biomolekiils zuriickzufuhren ist, Man er- 
kennt am Sensorverhalten die langsaine Einstellung 
des Gleichgcwichts, die nach etwa 45 bis 50 Minuten 
erreicht ist. Daraufhin wird wiederum mit HEPES-I^uf- 
fer gespult und anschlieBend die uberschUssigen NHS- 
Estergruppen durch Ethanolamin desaktiviert. Als letz- 
ter Schritt zur Praparation des Biosensors wird mit 
4 mg/ml BSA beprobt, um die unspezifischen Bin- 
dungsstellen zu blocken. 

3) Die Fig. 3 zeigt die Beobachtung einer Inununore- 
aktion. 

An einem so vorbereitetcn Sensor wurden nun erste 
Versuche zur Beobachtung der Immunoreaktion durch- 
gefUhrt Dazu wurde ein mit monoklonalen AndkOr- 
pern gegen Urease beschichteter Sensor zunachst mit 
10 mM HEPES-Puffer (pH 7.5) gespult und die Basis- 
linie aufgcnommen. AnschlieBend wurde mit einer Lo- 
sung von 2 mg/ml Urease beprobt. Man erkennt cine 
Frequenzabnahme, die nach etwa 90 Minuten bcendet 
ist. Nach dem Ruckspulen mit HEPES-Puffer wurde 
eine Frequenzanderung von etwa 65 kHz erhalten, die 
auf die Immunoreaktion zwischen den immobili.sienen 
Antikorpem und dem Antigen Urease zuruckzufuhren 
ist. 

Die Fig. 4 zcigt einigc Kontroll versuche mit nichl-spezi- 
fischen Antigenen. 

Es wurden im weiieren mehrere KonlroUcxperiracnte 
durchgeftihrt. Dazu wurden gleichbehandelte Sensoren mit 
nicht-spezifischen Antigenen beprobt und die Sensorant- 
wort bcobachtct. Bei der Bcprobung eincs solchen Sensors 
mit inmiobitisicrten monoklonalen Antikorpem gegen 
Urease mil L-Tryplophan ist keine Frequenzanderung zu be- 
obachlcn. Die schnelle aber reversible Frequenzanderung 
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bei der Beprobung mil Analyi b/w. bcim ZurUckspulen mil 
Puffer ist auf cine untcrschiedliche Lcilfahigkeit beidcr Ix> 
sungen zuriickzufuhren. Bei der Beprobung mil Glucoseoxi- 
dase ((lOl^) hzw. mit RSA erhall man jeweils eine Fre- 
quenzanderung von ciwa 8 kHz. Hin Sensor, der keine im- 5 
mobiiisierlen Antikorper an der Dextranmatrix enlhall, 
iiiachte bei Beprobung mil Urease eine I'requenzanderung 
von etwa 15 kHz, die auf die unspezifischc Reaktion von 
Urease zuriickzufuhren isi. All diese Frequenzanderungen 
sind abcr deutiich niedriger als die der spezifischen Immun- lo 
oreaktion zwischen Urease und Antikorpem gegen Urease, 
die zu 65 kHz bestinmit wurde. 

Patentanspruche 

15 

1. Dextranbeschichtete Oberflache auf einein Trager. 
dadurch gekennzeidinet, dafi die Verbindung von 
Dcxtran und der TVagcrobcrflachc durch cincn Phoio- 
linker vemiittelt wird. 

2. Dextranbeschichtele Oberflache nach Anspruch 1, 20 
dadurch gekennzcichnet, daB derPhotolinkerein 3-Tri- 
fluoromethyl-3-{in-isothiocyanophenyl)-diazirin (TRI- 
ME)) modifiziertes Protein ist. 

3. Dextranbeschichtele Oberflache nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzcichnet, daB der Photolinker ein 3-Tri- 25 
fluoromethyl-3-(m-isothiocyanophcnyl)-diazirin (TRI- 
MID) modifiziertes Polysaccharid ist, 

4. Dextranbeschichtete Oberflache nach Anspruch 3. 
dadurch gekennzcichnet, dafi das Polysaccharid Ami- 
nodextran isL ' 30 

5. Dextranbeschichtete Oberflache nach einem der 
Anspruche 1 bis 4« dadurch gekennzeichnet, daB das 
Protein Rinderscrumalbuniin (BSA) ist. 

6. Dextranbeschichtete Oberflache nach einem der 
Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dafi die 35 
Trageroberfl^he mit einem Polymerfilni beschichtet 
isL 

7. Dextranbeschichtete Oberflache nach einem der 
Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dafi der 
Polymerfilm aus Polyimid oder Poly-(p-xylylen) ist. 40 

8. Dextranbeschichtete Oberflache nach einem der 
Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Trageroberflache die Oberflache eines massesensitiven 
Sensors ist. 

9. DexU^nbeschichtete Oberflache nach einem der 45 
Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB der 
massesensitive Sensor ein Bauelement ist, das akusti- 
sche Oberilachenwellen (SAW) nutzi. 

10. Dextranbeschichtete Oberflache nach einem der 
Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB die 50 
Trageroberflache die Oberflache eines optischen oder 
elektrochemischen Sensors ist. 
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